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RESUMO
Uma das características da visão perfeita é a capacidade de fixar o olhar sobre o alvo 
desejado. Esta capacidade é influenciada pela região pré-tectal, que em aves fica na 
transição meso-diencefálica. Através de aferências direta da retina ou indireta (via núcleos 
associados aos gânglios basais), esta área integra-se ao substrato de vários reflexos 
oculares. Apesar de sua importância no controle visuo-motor fino, há grande 
desinformação sobre muitas das propriedades anatomofísiológicas deste sistema. Não 
existem dados, por exemplo, que indiquem como alguns destes núcleos conseguem manter 
uma elevada taxa de descarga neural. Sendo o glutamato um importante agente excitatório 
no sistema nervoso central, decidiu-se investigar a hipótese da participação desse 
neurotransmissor em núcleos do pré-tecto. Com esta finalidade foi estudada a presença e a 
distribuição das quatro subunidades que formam os receptores de glutamato do tipo AMPA 
(GluRl, GluR2, GluR3 e GluR4), uma classe de receptores excitatórios ativados por 
glutamato, em três núcleos pré-tectais do cérebro de aves: o núcleo pré-tectal (PT), o 
núcleo espiriforme lateral (SpL) e o núcleo espiriforme medial (SpM). Foi utilizado o 
padrão de expressão de três proteínas ligantes de cálcio: a parvalbumina (PV), a calbindina 
(CB) e a calretinina (CR), como um guia histológico a fím de melhor identificar cada 
núcleo pré-tectal. Foram feitos cortes de cérebro da área pré-tectal de pintos de 10 a 15 
dias {Gallus domesticus), os quais foram processados pela técnica de imuno-histoquímica.
O material foi analisado em microscopia óptica convencional. O PT tem a forma elíptica, é 
composto por um núcleo e uma porção que o envolve e apresentou marcações PV+ e CR+, 
com fibras e corpos celulares bem marcados, porém sem a presença de imimomarcação 
para CB. No SpL, muitas células e processos PV+ e CB+ foram vistos, no entanto, apenas 
fibras CR+ foram encontradas dentro deste núcleo. O SpM pareceu conter 
imunorreatividade positiva somente para CR, com células e processos bem marcados. Os 
resultados utilizando os anticorpos contra as suburúdades de receptores de glutamato do 
tipo AMPA indicaram que o PT pode conter receptores formados pelas subunidades GluRl 
e GluR2. O SpL apresentou imunorreatividade para as subunidades GluR2, GluR3 e 
GluR4, enquanto o SpM pareceu conter GluRl, GluR2 e GluR3. Considerando que o 
significado funcional destes dados ainda necessita de estudos adicionais, os dados obtidos 
sugerem, até o presente momento, que estes três núcleos estão sob forte aferência 
excitatória glutamatérgica mediada por receptores do tipo AMPA. A presença das 
proteínas ligantes de cálcio sugere que elas podem ser uma ferramenta histológica útil para 
a identificação dos diferentes grupos celulares pré-tectais no cérebro de aves.
ABSTRACT
A characteristic of perfect sight is the capacity of fixing the look on the desired target. This 
capacity is influenced by the pretectal region, which, in birds, is located in the 
mesodiencephalic transition. Through direct or indirect (via nuclei associated with basal 
ganglia) retina afferent impulses, such an area is integrated to the substratum of several 
ocular reflex actions. Despite its importance for the fine visual motor control, there is not 
much information on the anatomic and physiologic properties of this system. There are no 
data, for instance, indicating how some of such nuclei are able to maintain a high neural 
discharge rate. Since glutamate is an important excitant agent in the central nervous 
system, one decided to investigate the hypothesis of the participation of such a 
neurotransmitter in pretectal nuclei. Therefore, the presence and distribution of the four 
sub-units which form the glutamate receptors of type AMPA (GluRl, GluR2, G!uR3 and 
GluR4) were studied. This is a class of excitant receptors activated by glutamate in three 
pretectal nuclei inside the brain of birds; the pretectal nucleus (PT), the lateral coiled 
nucleus (SpL) and the medial coiled nucleus (SpM). In order to better identify each 
pretectal nucleus, the expression pattern of three Calcium linking proteins-the 
parvalbumin (PV), the calbindine (CB), and the calretinene (CR)-was used as a histologic 
guide. Brain cuts were undertaken on the pretectal zone of young chicken, 10 to 15 days- 
old (Gallus domesticus), processed through an immune-histochemical technique. The 
material was analyzed through conventional optic microscopy. The PT has an elliptic form 
and is composed by a nucleus and a portion which involves it; it presented PV+ and CR+ 
markings, with well-marked fibers and cell bodies but with no immune-markings for CB. 
In the SpL, several PV+ and CB+ cells and processes were detected but only CR+ fibers 
were found inside this nucleus. The SpM seemed to contain positive immune-reactivity 
only for CR, with well-marked cells and processes. The results obtained when using 
antibodies against the sub-units of AMPA glutamate receptors indicated that the PT can 
contain receptors formed by GluRl and GluR2 sub-units. The SpL presented immune- 
reactivity for GluR2, GluRS and GluR4 sub-units, while the SpM apparently contained 
GluRl, GluR2 and GluRS. Taking into account that the functional meaning of these data 
still requires additional studies, one may affirm that, until the moment, the obtained data 
suggest that these three nuclei are under strong excitant glutamatergic afferent impulses 
mediated by AMPA receptors. The presence of Calcium linking proteins suggests that 
they may represent a useful histologic tool for the identification of different pretectal 
cellular groups in the brain of birds.
ABREVIATURAS *
AL -  Ansa lenticular
ALP -  Núcleo da ansa lenticular posterior (caudal)
AP -  Area pré-tectal
CP -  Comissura posterior
GLd -  Núcleo geniculado lateral
LHy -  area hipotalâmica lateral
OM -  Tracto occipitomesencefálico
PST -  Tracto pré-tecto-subpré-tectal
PT -  Núcleo pré-tectal
QF -  Tracto Quintofrontal
SO -  Núcleo subpré-tectal
SpL -  Núcleo espiriforme lateral
SpM -  Núcleo espiriforme medial
TeO- Tecto Óptico
TIG - Tracto ístmo-óptico
TrO -  Tracto Óptico
TSM -  Tracto Septomesencefálico
VL -  Ventrículo lateral
* Wayne J. Kuenzel & Manju Masson (1988). A stereotaxic Atlas o f the Brain o f the 
Chick (Gallus domesticus). The Jonhs Hopkins University Press. Baltimore, Maryland.
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1 INTRODUÇÃO
1.1 Considerações anatomofuncionais sobre a área pré-tectal
O processamento da informação visual é um fenômeno complexo que depende 
da integração entre diversas áreas cerebrais. Esse trabalho envolve, portanto, um perfeito 
sinergismo entre múltiplos circuitos neurais responsáveis por diferentes aspectos dessa 
informação visual.
Uma das mais importantes estações de processamento visual é o pretectum ou 
região pré-tectal. Essa área recebe informações visuais diretas, através de aferências 
retinianas, através das células da camada ganglionar (Bordnarenko et al, 1985), e também 
indiretas, provenientes do telencéfalo e do tecto óptico (TeO). A região pré-tectal encontra- 
se entre o tálamo dorsal e TeO numa zona de transição entre o diencéfalo e o mesencéfalo, 
e, embora outras respostas não visuais já tenham sido descritas como dependentes dessa 
estação neural, parece muito clara que essa área está particularmente envolvida na 
modulação do comportamento motor ocular em resposta aos estímulos visuais.
Diversos estudos têm mostrado ser a região pré-tectal o centro neural (cerne 
neurovegetativo) responsável pelo controle de muitos reflexos visuais. Cabe a esse 
território neural, por exemplo, modular o sistema eferente motor, por meio do controle fino 
da taxa de disparo dos núcleos motores cranianos (Gamlin e Clarke, 1996). Assim, 
neurônios motores pertencentes aos núcleos oculomotor (nlll), troclear (nlV) e facial 
(nVn), principalmente, têm freqüência de disparo moduladas por aferências pré-tectais.
Se existe um consenso sobre o papel fundamental desta área cerebral na 
integração sensório-motora requerida para os ajustes reflexos oculares, o mesmo não pode 
ser dito quando se buscam detalhes sobre como esse ajuste pode ser efetuado. Devido à
complexidade das estruturas anatômicas na região mesodiencefálica, uma das maiores 
dificuldades para o estudo anatomofuncional desta circuitaria reside no escasso 
conhecimento sobre a citoarquitetura dos núcleos pré-tectais, parecendo ser verdadeiro 
para toda a classe de vertebrados.
Em aves, um animal visual por excelência, um dos primeiros trabalhos 
envolvendo anatomia microscópica e análises comparativas funcional entre aves e 
diferentes classes de vertebrados foram publicados pelo grupo de Harvey Karten. Assim, 
historicamente, boa parte da pesquisa neuroanatômica envolvendo aves teve como guia o 
atlas do cérebro de pombos de Karten e Hodos, 1967. Como herança desse fato, tem-se 
então que a região pré-tectal anterior compreende vários grupos nucleares dos quais os 
mais conhecidos e estudados são: a área pré-tectal (AP), o núcleo pré-tectal (PT), o núcleo 
pré-tectal difuso (PD) o núcleo pré-tectal mediai (PTM), o núcleo espiriforme mediai 
(SpM), o núcleo espiriforme lateral (SpL), e o núcleo lentiforme mesencefálico (LM), de 
posição mais caudal.
Hoje, à luz de técnicas mais recentes, de maior resolução, boa parte desse 
conhecimento têm sido revisto; contudo, para as estruturas maiores e melhor 
caracterizadas, as descrições citoarquitetônicas originais ainda permanecem válidas. Desta 
forma, com a crescente utilização de outras espécies de aves como modelo experimental 
(Wallace, 1985, Cozzi et ai, 1991), boa parte da nomenclatura foi mantida para espécies 
fílogeneticamente próximas (Kuenzel e Masson, 1988; Butler e Hodos, 1996).
Um dos núcleos estudados é o LM, que é considerado homólogo ao núcleo do 
tracto óptico (NOT) de mamíferos (Gioanni et ai, 1983), o qual tem um importante papel 
na geração e controle do nistágmo optocinético (Gioanni et a/., 1983; Baldo e Britto, 1990; 
Vargas et al, 1998). Essa homologia, bastante discutida por McKenna e Wallman (1985), 
foi originalmente baseada em considerações embriológicas, similaridade de suas projeções 
(critérios anatômicos) e características neurofisiológicas (critérios funcionais). O LM e 
mais a área pré-tectal (AP), um outro território neural ainda não muito bem delimitado, 
recebem uma densa projeção da retina. Em muitas espécies, o LM, pode, ainda, ser 
subdividido em duas porções: a pars lateralis e pars medialis, que juntamente com a área 
pré-tectal formam o complexo pretectal. O LM de pássaros projeta-se para o cerebelo 
vestibular bem como para as folhas VI, VII e VIII modulando a atividade cerebelar através
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das fibras trepadeiras por meio de uma projeção direta ou indireta, via núcleo pontino 
lateral e olivar inferior (Clarke, 1977; Gamlin, 1984).
Um outro núcleo pré-tectal, o PD encontra-se róstral à AP e também recebe 
projeções da retina, embora em menor quantidade. O núcleo subpretectal e o núcleo 
intersticio-subpretectal encontram-se em posição ventral a esses e ambos projetam-se para 
o núcleo rotundus e tálamo dorsal (Butler e Hodos, 1996).
Estudos comparativos têm demonstrado imia ampla variação no número e 
configuração dos processos terminais oriundos da retina para o pretectum entre os hão 
mamíferos. Em ciclóstomos (Kusunokoi e Amemya, 1983; Vesselkin et al., 1982) e no 
peixe-pulmão (lungfish) da família lepidosirenid (Northcutt, 1977), a região pré-tectal 
recebe somente uma única projeção da retina. Já o pretectum da arraia Skate tem três zonas 
retino-recipientes (Northcutt e Wathey, 1980). Algumas espécies de teleósteos (Repérant et 
al, 1976) têm três ou mais áreas pré-tectais retino-recipientes. Essa variação em número de 
áreas retino-recipientes é também encontrada entre os anfíbios. Os núcleos pré-tectais têm 
sido estudados em algumas espécies de répteis, e três ou quatro núcleos foram 
reconhecidos como alvo de projeção direta da retina (Butler e Northcutt, 1971; Repérant e 
Rio, 1976; Shroeder, 1981; Bass e Northcutt, 1981).
Os núcleos retino-recipientes da região pré-tectal possuem muitas projeções 
ascendentes e descendentes, entretanto, somente de 100 a 200 células da região pré-tectal 
parecem estar envolvidas no reflexo pupilar à luz (Gamlin e Cohen, 1988). Esse dado 
aliado ao fato da projeção retiniana ser extensa nessa área, originou a suspeita de que a 
região pré-tectal, além de modular a constrição pupilar, possa estar envolvida em diversas 
respostas motoras oculares (Gamlin e Cohen; 1988; Klooster e Vrensen, 1998).
A AP projeta-se para o núcleo de Darkschewitsch e o núcleo intersticial de 
Cajal e provavelmente estas projeções estão envolvidas com o movimento dos olhos e da 
cabeça (Gamlin e Cohen, 1988), integrando reflexos mais complexos. A AP também se 
projeta para o cerebelo, corroborando a sugestão de que o cerebelo também possa interferir 
na modulação dinâmica do reflexo pupilar à luz, resposta no qual um outro importante 
núcleo tem ativa participação, o núcleo pré-tectal (PT). Da inter-relação entre o PT e outras 
áreas, depende muito a eficácia da resposta pupilar à luz, assim como de outros ajustes
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vegetativos oculares relativos a outras funções visuomotoras (Huntbom et al, 1973). De 
qualquer forma, é importante a compreensão de como essa integração é possível.
1.2 Neurotransmíssores e neuromoduladores na área pré-tectal
Em um recente artigo, Gamlin et al. (1996) demonstraram que o PT, inerva o 
tecto óptico (TeO) de pombos através de fibras contendo neuropeptídeo Y (NPY). Gamlin 
et al, (1996) mostraram, através de injeções de traçadores retrógrados e anterógrados, que 
este núcleo se projeta bilateralmente para a camada 5B, o que sugere que essa projeção PT- 
TeO pode modular (no TeO) a informação visual que chega da retina. Estudos baseados na 
organização tectal de outros vertebrados (sapos) mostraram que NPY tem efeito inibitório 
na transmissão retino-tectal (Schwippert e Ewert, 1995) desse anfíbio, mas não existem 
evidências de que esse dado possa ser extrapolado para aves.
Estudos imuno-histoquímicos realizados por Boswellt et a l (1998) que 
utilizaram anticorpos diretamente contra o RNAm de NPY no cérebro de aves revelaram a 
presença de neurônios supostamente neuropeptidérgicos nas seguintes áreas: tálamo lateral, 
hipocampo, no núcleo linear caudal (LC) e outros núcleos do tronco. Tais trabalhos 
revelaram uma distribuição de células NPY-positivas semelhante entre vertebrados 
mamíferos e não mamíferos como pássaros, peixes, anfíbios e répteis (Aste et a l, 1991).
A presença conservativa de substâncias neuroquímicas no SNC dos 
vertebrados enfatiza a importância funcional que certos sistemas neuronais têm e sugere 
imi possível elo de ligação filogenética. Na verdade, não existem provas de que a simples 
presença do mesmo neurotransmissor/neuromodulador em um determinado sistema 
signifique que este ou aquele agente exerce funções fisiológicas semelhantes em 
mamíferos e outras classes de vertebrados. Uma rápida comparação no padrão de 
distribuição de neurônios monoaminérgicos no território do tronco cerebral de mamíferos 
revela uma certa semelhança entre essas duas classes de vertebrados (Dahlstrom e Fuxe, 
1964; Steinbusch, 1981) e aves (Yamada e Sano, 1985; Yamada et al, 1984; Sako et al, 
1986).
A modulação da informação visual proveniente da retina é exercida mediante 
agentes inibitórios e excitatórios. Assim diversos sistemas de neurotransmíssores podem 
estar atuando neste controle, em ação conjunta com o NPY. O PT, por exemplo, recebe
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aferências polissinápticas do gânglios basais através do núcleo posterior da ansa lenticular. 
Essa densa via parece ser serotonérgica, provavelmente originária da rafe (Gamlin et al., 
1996). Uma das primeiras evidências de neurônios contendo serotonina no cérebro de aves 
foi obtida por Fuxe e Ljunggren (1965), utilizando o método FIF (fluorescência induzida 
por formaldeído; Falck, 1962). Mais recentemente, através da utilização de técnicas de 
imuno-histoquímica em pintos (Yamada et al, 1984; Wallace, 1985; Yamada e Sano, 
1985; Sako et al, 1986, Toledo e Britto, 1999), codornas (Cozzi et al, 1991) e pombos 
(Toledo et al, 1995), têm indicado uma vasta distribuição de corpos celulares e fibras 
imunorreativas a serotonina no cérebro de aves, sugerindo o extenso envolvimento desse 
neurotransmissor em funções motoras e sensoriais.
Neste pioneiro trabalho Fuxe e Ljunggreen, (1965) demonstraram que, além da 
serotonina os cérebros de pombos também contêm quantidades significantes de 
noradrenalina e dopamina, mas quantidades não detectáveis de adrenalina. Hoje se sabe 
que esse fato não é mais verdade (Toledo, et al, 1999) sendo esse resultado falso-negativo 
apenas resultado de técnicas de baixa resolução.
Desde a década passada (Yücel et al, 1987) têm-se investigado a participação 
de neurosubstâncias como mediadoras do comportamento visuo-motor em estruturas 
visuais tectais e sub-tectais. Na mediação dessa resposta em sapos, estão envolvidos 
diversos núcleos retino-recipientes localizados na junção mesodiencefálica, como o núcleo 
da raiz óptica basal e os núcleos pré-tectais talâmico posterior, uncinato, lentiforme 
mesencefálico, e também os núcleos talâmicos póstero-central e póstero-lateral. Lesões 
destas estruturas (Bonaventure et al, 1985) produzem ruptura do sincronismo entre o 
estímulo visual e a resposta motora, demonstrando seu envolvimento na mediação do 
reflexo optocinético.
Bugbee (1979) demonstrou que lesões combinadas do núcleo espiriforme 
lateral e do PT afetam a habilidade dos pássaros em bicar alvos móveis corroborando o 
aparente envolvimento do PT em alguns aspectos da integração visuo-motora em pássaros. 
A combinação de lesões pré-tectais em sapos inibem os comportamentos de fuga e caça 
nesses animais (Ewert, 1970).
Klooster e Vrensen, (1997), utilizando várias técnicas neuroanatômicas, 
investigaram o papel do ácido gama-aminobutírico (GABA) em outro núcleo do pré-tecto
de ratos, o núcleo olivar pré-tectal (PON) e confirmaram a alta complexidade da 
organização sináptica e abunda ncia de elementos inibitórios nessa região, sugerindo que o 
GABA no PON está fortemente envolvido com o processamento da informação visual e no 
reflexo pupilar à luz; dados que correspondem ao papel creditado ao PON em primatas 
(Gamlin eí a/., 1996).
Ainda que escassas todas as informações até agora disponíveis convergem para 
a sugestão de que a região pré-tectal tem grande importância no processamento da 
informação visual, seja participando de reflexos diretos (como o pupilar), ou modulando o 
processamento do sinal no tecto óptico de anfíbios; o mesmo parecendo ocorrer em 
pássaros. Desta feita, a descrição anatômica e a natureza neuroquímica destas vias, que 
partem ou chegam à área pré-tectal é o primeiro passo para um melhor entendimento do 
processo visual. Sendo esta descrição anatômica o principal objetivo deste trabalho.
1.3 Proteínas ligantes de cálcio como marcadores neuraís
O íon cálcio é um dos mais importantes agentes citosólicos estando envolvido 
em muitas das ações celulaResearch Variações na concentração do cálcio intracelular 
induzem alterações no metabolismo neuronal, ativando ou inibindo respostas celulares 
(Heizmann e Braun, 1992). Assim, as etapas metabólicas são moduladas pela flutuação da 
concentração do cálcio livre e mecanismos de tamponamento desse íon se fazem 
necessários (Celio, 1989; Baimbridge et al., 1992). Estes mecanismos podem envolver 
proteínas ligantes de cálcio (Braim, 1990; Baimbridge et al., 1992) como a parvalbumina 
(PV), a calbindina (CB) e a calretinina (CR). Estas substâncias são parte de uma classe de 
proteínas que supostamente mantém as concentrações intracelulares de cálcio em 
patamares fisiológicos (Braun, 1990; Baimbridge et al., 1992). Entretanto, independente de 
seu papel funcional, essas proteínas têm sido utilizadas como eficiente marcador celular 
(Jones e Hendry, 1989; Baimbridge et al, 1992; Andressen et al, 1993), com especial 
destaque nas áreas visuais (Celio, 1990; Demeulemester et al, 1991; Britto et a l, 1994).
A distribuição diferencial dessas proteínas é um poderoso meio de 
caracterização e delimitação nuclear (Andressen et al, 1993; Toledo et al, 1995), podendo 
tomar-se uma importante ferramenta no estudo da arquitetura neuroquímica do sistema 
nervoso.
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1.4 O Neurotransmissor Giutamato
O aminoácido giutamato é o agente excitatório mais abundante do sistema 
nervoso central (Hollmann e Heinemann, 1994; Ozawa et al, 1998). Este neurotransmissor 
age por meio de um grande número de receptores o que pode, em parte, explicar seu largo 
espectro de atividade funcional. Os receptores de giutamato podem se constituir de canais 
iônicos, ditos ionotrópicos (Barnard, 1997), ou atuar por meio da cascata metabólica 
desencadeada por proteínas G, ditos metabotrópicos (Conn e Pin, 1997). Ambos têm sido 
objeto de estudos constantes e, embora não se possa generalizar, sistemas mais dinâmicos 
como circuitos visuais, têm sido comumente descritos como constituídos por receptores do 
primeiro tipo (Ebling, 1996; Theiss et al:, 1998), enquanto que os metabotrópicos parecem 
estar mais relacionados com modulação do sinal (Conn e Pin, 1997) ou mesmo alterações 
estruturais (Kubo et a l, 1998).
Os receptores de giutamato (GluRs) que operam por meio de canais iônicos 
(Barnard, 1997) podem ser classificados em receptores do tipo ácido alfa-amino-3-hidroxi- 
5-metil-4-isoxazoleno propiônico (AMPA), ácido caínico (KA) e N-metil-D-aspartato 
(NMDA). Os dois primeiros, devido à similaridade funcional que apresentam, também são 
conhecidos por receptores do tipo não-NMDA. De qualquer maneira, embora o NMDA 
apresente uma cinética mais lenta em comparação aos receptores do tipo AMPA e KA 
(Gasic e Hollmann, 1992), todos produzem potenciais excitatórios pós-sinápticos por 
permitirem fluxo catiônico trans-membrânico.
A composição dos GluRs ionotrópicos é variada já que depende de quais 
subunidades seriam as constituintes do receptor em si. Cada receptor seria formado por um 
complexo hetero-oligomérico composto por quatro subunidades (Rosenmund eta l, 1998). 
A despeito de uma alta homologia, cada subunidade deriva de uma seqüência de 
aminoácidos pré-determinada por um gene específico (Hollmann e Heinemann, 1994). 
Assim, até agora foram isoladas e descritas 4 subunidades diferentes para a família dos 
receptores do tipo AMPA (GluRl, GluR2, GluRS e GluR4); 5 subunidades diferentes para 
os receptores do tipo KA (GluRS, GluRó, GluR7, KAl e KA2), e 5 subunidades para os 
receptores do tipo NMDA (NMDARl, NMDAR2A, NMDAR2B, NMDAR2C e 
NMDAR2D). Estas subunidades podem se combinar e, dentro de cada classe de receptor 
ionotrópico, compor o tetrâmero (pelo menos para o tipo AMPA) da estrutura do receptor.
Na região pré-tectal devem co-existir diversos sistemas neuroquímicos, é muito 
provável que o glutamato tenha um importante papel como substância neurotransmissora e 
parece ainda bastante racional prever que grande parte da resposta seria mediada por 
receptores ionotrópicos do tipo AMPA. E foi exatamente essa a proposição que 
procuramos investigar no presente trabalho.
2 OBJETIVOS
Diante da importância da região pré-tectal, como integradora de informações 
visuais e frente ao pouco conhecimento até agora existente em aves, foi nosso objetivo 
procurar melhor caracterizar a citoarquitetura de um núcleo dessa área, o núcleo pré-tectal 
(PT), e também de dois de seus vizinhos, o núcleo espiriforme medial (SpM) e o núcleo 
espiriforme lateral (SpL), em aves.
Como estratégia experimental, primeiro utilizamos o padrão de 
imimorreatividade diferencial de três proteínas ligantes de cálcio, a parvalbumina, a 
calbindina e a calretinina, como marcadoras de populações neuronais para, em seguida, 
estudar a presença e o padrão de expressão das subunidades GluRl, GluR2, GluR3 e 
GluR4 dos receptores de glutamato do tipo AMPA na região pré-tectal de pintos.
3 MATERIAIS E MÉTODOS
No decorrer deste estudo utilizamos pintos de postura (Gallus domesticus) de 
10 a 15 dias de nascimento, machos e fêmeas, provenientes de agropecuárias da grande 
Florianópolis (SC) e da grande São Paulo (SP). Até o procedimento experimental ser 
realizado, os animais eram mantidos em um ambiente com ciclo controlado de luz (12 h 
claro / 12 h escuro) com acesso irrestrito à água e alimentação. Os experimentos foram 
conduzidos de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação Animal do COBEA 
(Colégio Brasileiro em Experimentação Animal) de Junho de 1991.
Para a análise histológica da região pré-tectal, as aves eram profundamente 
anestesiadas com ketamina (íCetalar, PARKE-DAVIS, 0,2 ml / 0,4 kg de peso corporal, 
i.m) e xilazina (Rompum, MELES LAB, 0,3 ml /1 kg de peso corporal, i.m). Após abertura 
da cavidade visceral com exposição toráxica, os animais eram perfundidos por via 
intracardíaca com salina tamponada (pH 7,4) seguida de solução de 4% paraformaldeído 
em tampão fosfato (PFA, pH 7,4) a 4“C. Os cérebros eram então removidos e, após 4 a 12 
horas mantidos na mesma solução fixadora (PFA), os cérebros foram transportados para 
uma solução de sacarose a 30% em tampão fosfato pH 7,4, onde permaneceram por 24 
horas, até serem cortados em micrótomo deslizante de congelamento (Leica, mod. 1400) 
com uma espessura de aproximadamente 35 |iim.
Os cortes foram recolhidos em ordem seqüencial e colocados em 6 
compartimentos semelhantes preenchidos com solução de tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4. 
Neste primeiro momento, um dos compartimentos era selecionado e os cortes de tecido 
eram montados (em ordem de corte; caudal para rostral) em lâminas gelatinizadas em 
solução contendo potássio-cromo. Depois de secos, foram corados pelo método de Giemsa
(30-60 minutos em solução de Giemsa 1:20 em tampão metanol, pH 6,9 - Sigma 
Diagnostics, St. Louis, MO) para servir de guia histológico da região pré-tectal. Os cortes 
dos compartimentos remanescentes eram mantidos a 4°C até serem utilizados para 
processamento imuno-histoquímico (IHC).
3.1 Procedimento Imuno-histoquímico (IHC)
Uma vez selecionados para IHC, os cortes eram lavados por 10 minutos por 
três vezes, em temperatura ambiente, em solução tampão fosfato 0,1 M pH 7,4, e então 
incubados por 24 a 48 horas, com o anticorpo primário. As diluições eram sempre feitas 
em Triton-X-100 0,3% em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4. Encerrada esta etapa, os cortes 
eram lavados novamente em tampão fosfato à temperatura ambiente e incubados por 1 
hora com o anticorpo secundário (contra o animal em que foi feito o primário) marcado 
com a proteína biotina. Após uma nova série de três lavagens a temperatura ambiente, os 
cortes foram colocados por uma hora e meia numa nova solução de Triton-X-100 0,3% em 
tampão fosfato 0,1 M onde eram incluídos o complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC 
ELITE kit, Vector lAbstract) e de cloreto de sódio (0.35M). Depois desta fase, os cortes 
eram novamente lavados e imersos em um meio contendo diaminobenzidina 0,05% em 
tampão fosfato 0,1 M por cerca de 15 minutos. A seguir eram acrescentados cerca de 800 
ml de solução de peróxido de hidrogênio a 30%, sendo que os cortes eram mantidos neste 
banho até a reação ser evidenciada. Uma vez atingido o ponto ótimo de contraste entre a 
região marcada e o tecido não reativo, os cortes eram removidos desta solução e sucessivas 
lavagens em tampão fosfato 0,1 M eram aplicadas. Estas tinham por finalidade a remoção 
do excesso do reagente e antecederam á montagem dos cortes em lâminas tratadas com 
gelatina e alúmen cromo.
Os cortes eram montados em seqüência, mantido por três a quatro dias em 
placa quente a 35°C para secagem. Depois eram brevemente hidratados (mergulhados por 
um minuto em água destilada), banhados em solução de tetróxido de ósmio 0,1% por 15-30 
segundos, desidratados por uma série de álcool em concentrações crescentes, clarificados 
com Hemo-De (Fisher) e cobertos com lamínulas tendo como meio de montagem o 
Permount (Sigma). Uma vez prontos, os cortes eram observados em microscopia de luz e, 
se fosse o caso, fotografados.
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3.2 Anticorpos utilizados
Na execução do presente trabalho, utilizamos os seguintes anticorpos primários 
contra as proteínas ligantes de cálcio: anti-parvalbumina e anti-calbindina (ambos da 
Chemicon, International, Inc., Temecula, CA) feitos em camundongo, e anti-calretinina 
(Sigma, Saint Louis), feito em coelho. Nos experimentos investigando a expressão das 
subunidades dos receptores de giutamato do tipo AMPA, utilizamos anticorpos contra as 
subunidades GluRl, GluR2/3, e GluR4 (feitos em coelho), além de um anticorpo 
específico contra GluR2 feito em camxmdongo, todos esses também procedentes da 
Chemicon International Inc. Utilizamos ainda, dois anticorpos diferentes, específicos 
contra a subunidade GluRB (N-19, sc-7613 e C-20, sc-7612); ambos feitos em cabra a 
partir do GluR3 humano e obtidos da Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). O 
primeiro (N-19) foi feito contra uma seqüência peptídica da porção amino terminal e o 
segundo (C-20), contra uma cadeia da porção carboxi terminal.
3.3 Análise dos dados
Para os procedimentos de contagem e medição do tamanho dos corpos 
celulares, a área de interesse era visualizada, focada e a imagem capturada por uma câmera 
digital resfriada (Dage-MTI Inc., Michigan City, IN) acoplada ao microscópio. A seguir 
essa imagem era digitalizada, congelada e enviada a um computador da plataforma 
Macintosh (PowerMac, Apple Systems, Cupertino, CA) onde um programa de análise de 
imagens (Image System 1.53) disponibilizado pelos Institutos Nacionais de Saúde 
americanos (NIH) era utilizado.
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4 RESULTADOS
4.1 Considerações gerais -  Coloração de Giemsa
A utilização da técnica de Giemsa permitiu uma clara identificação dos 
principais grupos celulares situados na região pré-tectal do cérebro de pintos (figura 1). O 
mais inequívoco deles, o PT, mostrou-se facilmente identificável. Em pintos, esse núcleo 
apresenta-se formado por uma grande e compacta massa de células circimdada por um 
espaço sem marcação distinta. A porção celular é representativa de um núcleo esférico, 
tendendo a ovóide, cuja forma pode ser comprovada mediante a análise feita através de 
cortes seriados.
Em posição ventral ao PT, os cortes corados com Giemsa também 
identificaram com perfeição imia outra massa de células formando o núcleo espiriforme 
lateral (SpL). Devido à intensidade de marcação dos corpos celulares, o SpL e o PT 
facilmente destacavam-se como duas unidades nucleares em meio ao tecido circimdante no 
território pré-tectal (figura 1), tal qual referidos no atlas de pinto (figura 2) de Kuenzel e 
Masson (1988).
Uma breve análise visual mostrou que o SpL apresenta células maiores que o 
PT. Fazendo-se uma comparação do tamanho máximo e mínimo das células (medidas em 
seu maior eixo, com o auxílio do computador) presentes na porção central do PT 
(aproximadamente entre 12-28|jm) com a variação no tamanho das células do SpL 
(variação entre 15 e 32^m), esta indica que ambos parecem conter populações de 
neurônios com tamanhos de corpos celulares equivalentes. Entretanto, observando-se agora 
o valor médio, percebe-se que o PT é constituído de fato, em sua maioria, por células
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Figura 1. Fotomontagem de fotomicrografías de corte coronal do cérebro de pintos corado 
pela técnica de Giemsa. Nota-se que o núcleo pré-tectal (PT) parece constituir-se de uma 
porção mais central, uma compacta massa de células de forma elíptica, circundada por um 
envoltório ou capa onde poucos corpos celulares podem ser vistos. Na região central do 
PT, um grande vaso sangüíneo pode ser claramente visto. Ventral ao PT, observa-se outra 
grande massa celular em forma de disco: o núcleo espiriforme lateral (SpL). As células que 
compõem ambos núcleos mostraram-se bem coradas e definidas, contrastando com os 
corpos celulares menores e dispersos na circunvizinhança. Os limites do núcleo 
espiriforme mediai (SpM) não puderam ser distinguidos com eficiência mediante essa 
técnica. Barra de escala: 250 ^m.
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Figura 2. Adaptação de corte coronal do cérebro de pintos feito por KUENZEL e 
MASSON (1988). A região representa uma posição correspondente ao AP 5,0. 
Abreviaturas no anexo. Barra de escala; 250 ^m.
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menores (cerca de 18,6 |Lim), enquanto que no SpL nota-se uma nítida preferência por 
células maiores (por volta de 27,5 |am).
4.2 Imunohistoquímica para as proteínas ligantes de Ca
A marcação imuno-histoquímica com os anticorpos contra proteínas ligantes de 
cálcio permitiu uma perfeita delimitação da extensão do PT e do SpL. A marcação contra 
parvalbumina (PV) (figura 3) mostrou forte imunorreatividade em ambos os núcleos.
No PT, foram vistos evidentes e bem marcados corpos celulares positivos à 
PV, com exuberantes processos, na porção mais externa desse núcleo. A disposição das 
células sugere uma estrutura do tipo capa, envolvendo a porção central. Essa porção parece 
ser o centro do núcleo, local onde predominaram fibras PV+, com algumas poucas e 
escassas células. No SpL a grande maioria das células (cerca de 80%) foram 
imunorreativas ao anticorpo contra PV. É digno de nota relatar que esse tipo de marcação 
permitiu mostrar, com nitidez, a maciça quantidade de fibras partindo desse núcleo, 
diferenciando o SpL nuclear, mais medial, e a porção eferente do SpL, mais lateral. Nos 
estudos envolvendo PV (figura 3), o SpM não apresentou imunorreatividade digna de nota.
Nos cortes de tecido onde empregamos o anticorpo contra calbindina 28-kD, 
essa marcação serviu para confirmar os dados para o SpL obtidos com PV. Vê-se de 
maneira clara e inequívoca, as duas partes do SpL (figuras 4 e 5). Tal qual visto para PV, 
também por volta de 80% das células do SpL são CB+, com seus processos parecendo 
dirigir-se à parte lateral para formar o feixe emergente. O PT e o SpM não mostraram 
marcação alguma (figura 4), podendo o PT, inclusive, ser delimitado pelas poucas fibras 
CB+ vistas ao redor (mas não dentro) desse núcleo. O mesmo não pode ser dito com 
respeito ao SpM, que não apresentou indício de marcação.
Os dados sobre a marcação contra calretinina (figura 6) também mostraram boa 
definição dos três núcleos pré-tectais estudados (PT, SpL e SpM). O PT pode ser 
identificado pelo tipo de fibras na porção central, diferindo no padrão e quantidade das 
fibras na porção periférica. A região central parece ser formada por um grande número de 
processos CR+ em uma disposição lembrando campos terminais (assim como no SpL). 
Essa região central mostrou-se encapsulada por fibras e células, em especial na faixa de
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Figura 3. Fotomontagem de fotomicrografías de corte coronal do cérebro de pintos 
processado imuno-histoquimicamente com anticorpo contra parvalbumina (PV). 
Observamos que o PT apresenta muitos corpos celulares PV+ bem marcados. O SpL 
apresenta cerca de 80% de suas células PV+. Barra de escala; 250 )am.
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Figura 4. Fotomontagem de fotomicrografías de corte coronal do cérebro de pinto 
processado imuno-histoquimicamente com anticorpo contra calbindina (CB). Observamos 
que a grande maioria das células do SpL são CB+, sendo que o PT e o SpM não 
apresentaram marcação celular. No PT poucas fibras CB+ foram vistas ao seu redor. Barra 
de escala: 250 ^m.
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Figura 5. Fotomicrografia de corte coronal do cérebro de pintos processado imuno- 
histoquimicamente com anticorpo contra calbindina (CB). Observamos detalhes do SpL, 
onde o mesmo apresenta-se constituído de duas partes, o SpL nuclear, mais mediai (M) e a 
porção dita eferente do SpL, mais lateral (L). Barra de escala; 250 ^m.
19
SpM
SpM
Figura 6. Fotomontagem de fotomicrografías de corte coronal do cérebro de pintos 
processado imuno-histoquimicamente com anticorpo contra calretinina (CR). Os três 
núcleos pré-tectais estudados (PT, SpL e SpM) apresentam marcação positiva para CR. 
Barra de escala: 250 |j,m.
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transição entre núcleo e periferia, conforme pode ser notada na figura 7 (A e B). Algumas 
bem marcadas, células CR+ na área considerada o cerne do PT podem ser mais bem vistas 
no maior aumento (figura 7B). A presença das poucas fibras CR+, envolvendo a periferia 
do PT formam um claro que contrasta com a forte marcação das fibras e células 
envolvendo o PT como um todo (figura 7A); mas estas encontram-se claramente fora dos 
limites externos desse núcleo.
O SpL e o SpM mostram muitos processos CR+ mas apenas o SpM apresentou 
células CR+ (figura 8). A marcação de fibras no SpL tendeu a ser mais evidente nas áreas 
onde existem corpos celulares (figura 9) e um olhar cuidadoso revela que as fibras CR+ 
parecem envolver as células. Já os dados relativos ao SpM indicam que boa parte (ao redor 
de 60%) dos neurônios desse núcleo são imunorreativos á CR. A marcação para CR 
revelou que o SpM resulta em um conglomerado nuclear esférico, parecido com a região 
central do PT, entretanto, o padrão de imunorreação visto para CR o toma inconfundível 
(figura 10). Em um plano mais caudal, onde o PT não pode mais ser visualizado, esse foi 
um importante fator diferenciador; inclusive, parte dos processos que emergem 
lateralmente das células do SpM podem compor parte do feixe de fibras que reveste 
externamente o PT.
4.3 ImuDohistoquímíca para receptores de AMPA
O PT, 0 SpL e 0 SpM também mostraram ser imunorreativos a alguns dos 
anticorpos contra subunidades de receptores de glutamato do tipo AMPA.
Os resultados com o anticorpo contra a subunidade GluRl (figura 11) indicam 
uma forte marcação de processos na parte central do PT. Foram observadas ainda, muitas 
células no SpM mas não no SpL. Ainda no SpM, além das células mostrarem uma 
imunorreatividade bem evidente, pareceu que esse núcleo também contém muitos 
processos GluRl-positivos.
Nos experimentos usando o anticorpo contra a subunidade GluR2 (figura 12), o 
PT apresentou um padrão de marcação de processos similar ao visto para GluRl. Muitos 
corpos celulares foram encontrados na porção mais central desse núcleo. Um dado 
interessante é a grande quantidade (quase 100%) de células (mas não processos)
21
PT
f
-  PT  •4 % V .
i .
*
• . ^
Figuras 7 A e B. Fotomicrografías de cortes coronais do cérebro de pinto processado 
imuno-histoquimicamente com anticorpo contra calretinina (CR). Em A a região central do 
PT parece ser formada por um grande número de processos CR+ e a região periférica 
apresenta-se formada por fíbras e células CR+. Observando-se em maior aiunento (B), 
podemos perceber melhor o centro do PT evidenciado pelas células CR+ e a presença de 
um número reduzido de fibras CR+, envolvendo a periferia do referido núcleo. Barras de 
escala: 250 ^m (A) e 100 ^m (B).
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Figura 8. Fotomicrografia de corte coronal do cérebro de pinto processado imuno- 
histoquimicamente com anticorpo contra calretinina (CR). Observamos que tanto o SpL 
quanto o SpM mostram muitos processos CR+, mas apenas o SpM apresenta células CR+. 
Barra de escala: 250 )am.
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Figura 9. Detalhe da figura 8 evidenciando o SpL caudal. Observamos que a marcação de 
fibras no SpL é mais evidente nas áreas onde existem corpos celulares e parece que as 
fibras CR+ envolvem o vazio que pode corresponder as células não marcadas. Barra de 
escala: 100 i^m.
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Figura 10. Detalhe da figura 8 evidenciando o SpM caudal. Observamos que cerca de 
metade dos neurônios deste núcleo parecem ser CR- .^ O padrão neuronal típico é irregular 
com muitos processos sem um direcionamento preferencial. Barra de escala 100 i^m.
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Figura 11. Fotomicrografia de corte coronal de cérebro de pinto processado imuno- 
histoquimicamente com anticorpo contra a subunidade GluRl do receptor de glutamato do 
tipo AMPA. Observamos uma forte marcação de processos na parte central do PT e muitas 
células e processos no SpM considerados GluRl-positivos. Barra de escala: 250 fxm.
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Figura 12. Fotomicrografia de corte coronal do cérebro de pinto processado imimo- 
histoquimicamente com anticorpo contra a subunidade GluR2 do receptor de glutamato do 
tipo AMPA. Observamos a presença de muitos corpos celulares GluR2-positivos na parte 
central do PT. O SpL e o SpM apresentam quase 100% de suas células GluR2-positivas. 
Barra de escala: 250 jxm.
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consideradas GluR2-positivas observadas tanto no SpL quanto no SpM. Utilizando um 
anticorpo dirigido contra uma mesma seqüência compartilhada pelas subunidades GluR2 e 
GluRS (anti-GluR2/3), podemos perceber que o padrão de marcação (apesar de sempre ser 
mais fraco) não muda no PT, porém, células imunorreativas ao GluR2/S foram encontradas 
somente no SpL mas não no SpM (figura 13).
O teste de dois novos anticorpos contra a subunidade GluRS (figura 14) 
revelou resultados parecidos, mas nenhum deles mostrou especificidade suficiente para 
uma marcação capaz de ser considerada positiva em definitivo. Os resultados desses 
experimentos revelaram o PT sem nenhuma marcação digna de nota e indícios de corpos 
celulares no SpL e SpM.
O anticorpo contra a subunidade GluR4 demonstrou forte marcação de 
processos e corpos celulares no SpL (figura 15), em um padrão similar ao visto para PV e 
CB, mas não CR. A região central do PT não apresentou imimorreatividade GluR4+ mas, 
de forma curiosa, a região marginal deste mostrou umas poucas células e processos tal qual 
as vistas nos experimentos com PV e CR, mas não CB.
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Figura 13. Fotomicrografia de corte coronal do cérebro de pinto processado imuno- 
histoquimicamente com anticorpo contra uma seqüência comum às subunidades GÍuR2 e 
GluR3 (anti-GluR2/3) do receptor de glutamato do tipo AMPA. Observamos que o padrão 
de marcação para o PT é o mesmo quando utilizamos os anticorpos contra GluR2. Não 
foram observadas células GluR2/3 no SpM, somente no SpL. Barra de escala: 250 )iim.
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Figura 14 A e B. Corte coronal do cérebro de pinto processado com anticorpo contra a 
subunidade GluR3 do receptor de glutamato do tipo AMPA. Em A o anticorpo utilizado 
foi o N-19 e em B o tecido adjacente foi processado com o C-20. Embora ainda em testes, 
e sem uma marcação comprovadamente positiva, os resultados no SpL e SpM foram 
semelhantes, podendo ser vistas muitas células possivelmente GluRB-positivas nos dois 
núcleos em questão. O PT não mostrou imunorreatividade apenas um leve indício em A, 
onde o anticorpo foi N-19. Barra de escala: 250 |iim.
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PT
SpL
Figura 15. Fotomontagem de fotomicrografias de cortes coronais do cérebro de pinto 
processado imuno-histoquimicamente com anticorpo contra a subunidade GluR4 do 
receptor de glutamato do tipo AMPA. Observamos uma forte marcação de processos e 
corpos celulares GluR4-positivos no SpL. O PT apresentou imunorreatividade GluR- 
positiva em poucas células e processos na região que circunda o núcleo. Barra de escala; 
250 vim.
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5 DISCUSSÃO
A determinação do padrão de imunorreatividade das proteínas ligantes de 
cálcio parvalbimiina, calbindina e calretinina na região pré-tectal de pintos foi muito útil na 
identificação dos três núcleos de interesse no presente trabalho: o núcleo pré-tectal (PT), o 
núcleo espiriforme medial (SpM) e o núcleo espiriforme lateral (SpL). Este procedimento 
revelou que distintas populações neuronais participam da constituição de cada um deles, 
servindo como potencial marcador de tipos celulares íntranucIeaResearch
Mesmo ainda sendo especulativo o papel funcional da parvalbumina, da 
calbindina-D28k e da calretinina no sistema nervoso, (Braun, 1990; Baimbridge et al,
1992), é conhecido que essas proteínas são ligantes de cálcio (Celio e Heizmann, 1981; 
Heizmarm e Braun, 1992; Celio, 1990) e que têm distribuição não uniforme no sistema 
nervoso (Jones e Hendry, 1989; Braun, 1990; Baimbridge et al, 1992). O 
desconhecimento sobre quais vias e/ou etapas metabólicas intracelulares dependem dessas 
proteínas não impede de inferir que células que desempenham funções equivalentes devem 
apresentar um metabolismo similar, e, portanto, uniformidade de marcação. Assim, pode- 
se supor que neurônios imunorreativos para uma determinada proteína em uma mesma 
região, podem compor uma única população celular. Seguindo o mesmo raciocínio, a 
distribuição diferencial pode significar diferenças funcionais, mesmo estando as células em 
um mesmo núcleo.
Até pouco tempo atrás, pensava-se que no PT o clássico envoltório não corado 
por corantes celulares (como Nissl, por exemplo) era formado apenas por fibras de 
passagem, que trafegavam informações de regiões ântero-dorsais em direção às porções 
ventro-caudais, possivelmente ramos do tracto pré-tecto sub-pré-tectal, oriundo de 
emergências de núcleos talâmicos, ou ainda fibras descendentes da comissura posterior.
Nossos dados revelaram uma insuspeitada população de células PV+ e CR+ 
formando uma rede, envolvendo o PT. Nessa mesma região, encontramos algumas células 
imunorreativas ao anticorpo contra GluR4, mas não foram detectados corpos celulares 
GluR4+ no interior do PT. Convergindo estes dois dados, podemos suspeitar da existência 
de um interessante circuito relê. O PT poderia funcionar segundo um sistema do tipo 
“núcleo-manto” onde, aferências glutamatérgicas, através de receptores do tipo AMPA, 
aportam na superfície do PT, modulando as células da porção interna desse núcleo. Dados 
não publicados, obtidos de cortes do cérebro de pombos em nosso laboratório, indicam 
similaridade nesse tipo de marcação. Sendo verdade, essa população de células no centro 
do PT seriam as responsáveis por suas projeções eferentes; mesmo não sendo ainda 
totalmente determinados quais seriam os alvos dessa projeção além da camada 5b do tecto 
óptico (TeO) de pombos (Gamlin, et al, 1996). Regiões circunvizinhas ao PT, no território 
descrito como área pré-tectal (AP) em pombos, também já foram descritas como fonte de 
pesada inervação em direção ao núcleo de Edinger-Westphal, no complexo do nervo 
oculomotor (Reiner et al, 1983; Gamlin et al, 1984; Gamlin e Reiner, 1991). Porém, os 
dados do grupo de Gamlin foram obtidos utilizando-se injeções com um grande halo de 
dispersão o que não permitiu, de forma definitiva, excluir ou incluir o PT como parte dessa 
aferentação ao EW. Estudos empregando o uso de traçadores neurais seletivos podem 
desvendar mais informações.
É provável, também, que a marcação diferenciada nos núcleos pré-tectais das 
proteínas ligantes de cálcio esteja relacionada com a atividade fisiológica destes núcleos. 
Sabe-se (Celio, 1984) que neurônios muito ativos requerem mecanismos outros de 
tamponamento de cálcio citosólico, como, por exemplo, as proteínas ligantes de cálcio, 
além das clássicas bombas de cálcio ATPásicas. Em várias regiões do sistema nervoso a 
imunorreatividade para parvalbumina coincide com o início da atividade fisiológica dessa 
mesma região, aumentando a possibilidade de que níveis de atividade afetam a expressão 
de parvalbumina (Fujiü e Lucaj, 1993).
A atividade fisiológica pode ser um dos determinantes na expressão de
parvalbumina. Essas proteínas podem fazer parte (talvez como coadjuvantes) de sistemas
maturacionais. Um outro dado interessante é que a imunorreatividade para parvalbumina
declina após o nascimento em neurônios motores extraoculares apesar da atividade
continuada (Fujiü e Lucaj, 1993), e também durante o envelhecimento (Toledo et al,
1996). A ausência de imunomarcação para calbindina no PT e no SpM pode refletir um
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declínio regulado pelo desenvolvimento visto que nossos dados foram colhidos em 
indivíduos considerados jovens (entre 10 e 15 dias), ou pode ser apenas que a calbindina 
seja totalmente ausente nestes núcleos. Para clarificar esse ponto, experimentos similares 
aos realizados no presente trabalho devem ser feitos em animais recém nascidos e maduros 
(adultos).
Dados recentes (Britto et a l, 1994) indicam que aferências da retina podem 
controlar a expressão de calbindina e parvalbumina nas camadas retino-recipientes do TeO 
de pombos. Esses autores reportam que lesões na retina em pombos podem produzir uma 
depleção na imunorreatividade do corpo celular e do neurópilo dos neurônios do TeO para 
ambas as proteínas. Existem evidências de que a retina de aves contém muitas células 
ganglionares CB+, mas poucas células PV+. Nossos dados mostram uma marcação nula 
para CB no PT o que sugere que as já descritas projeções retinianas a esse núcleo (Gamlin 
et a l, 1984) não parecem conter essa proteína.
Vários estudos têm avaliado os efeitos da privação visual sobre a distribuição 
da parvalbumina e calbindina em estruturas retino-recipientes centrais do cérebro de 
macacos, ratos e peixes. Nos macacos a privação visual produz uma depleção da 
imimorreatividade à parvalbumina e à calbindina no núcleo geniculado dorsal, mas não no 
colículo superior (Blümcke et a/.,1994; Mize e Luo,1992; Mize et al, 1992; Tigges e 
Tigges,1991; Tigges e Tigges, 1993). Contudo, o padrão de expressão de 
imunorreatividade para parvalbimiina no colículo superior de rato muda após lesões na 
retina (Schmitdt et al, 1992). Assim, uma vez expressa, a parvalbumina no colículo 
superior de alguns mamíferos passa a depender de estímulos visuais continuados. Em 
peixes ciprinídeos, há uma depleção da imunorreatividade para calbindina no TeO seguida 
da enucleação dos olhos. As eventuais incongruências entre esses dados podem ser 
explicadas devido a possíveis diferenças interespecíficas na distribuição de proteínas 
ligantes de cálcio no cérebro desses animais. Essas diferenças, mesmo em áreas 
equivalentes, parecem ser muito fi-eqüentes no cérebro e retina de diferentes vertebrados 
(Andressen et a/.,1993; Braun, 1990; Ellis et al, 1991; Hamano et al, 1990; Pochet et al, 
1991; Sannaeía/., 1993; Toledo et al, 1998).
Nos cortes incubados com o anticorpo contra calretinina, os três núcleos pré-
tectais estudados em nosso trabalho, o PT, o SpL e o SpM, mostraram um padrão
característico de imunorreatividade. 0  PT apresentou inúmeros processos CR+ no centro,
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em uma disposição lembrando campos terminais. Esse centro pareceu estar encapsulado 
por um bem marcado contingente de fibras e células CR+. O SpL e o SpM mostram muitos 
processos CR+, mas apenas o SpM apresentou células CR+. Em todos os casos 
desconhecem-se as origens dessa bem delimitada inervação (em especial sobre as células 
do centro do PT) por fibras CR+.
Com relação aos dados sobre a população de corpos celulares CR+ observada 
no núcleo espiriforme medial (SpM), nossos resultados confirmaram a exuberante 
imunomarcação reportada recentemente (De Castro et al, 1998). Quase todas as células do 
SpM mostraram ser positivas para CR. Naquele trabalho. De Castro e colaboradores (1998) 
investigaram a distribuição de neurônios pré-tectais que se projetam para o cerebelo, e a 
compararam com as células que apresentam imunorreatividade para essa mesma proteína. 
A projeção dos núcleos retino-recipientes da região pré-tectal (o SpM dentre eles) para o 
cerebelo é um forte indício do envolvimento desta região no controle de vários ajustes 
reflexos visuais. Estes resultados permitiram verificar que as células CR+ do SpM se 
projetam para o córtex cerebelar. Muitas populações celulares pré-tectais emitem projeções 
para o cerebelo (De Castro et al, 1998; Brecha e Karten, 1979; Gamlin e Cohen, 1988) e 
deste recebem aferências (Hxmtbor et al, 1973) dada à importância dessa área como 
integradora sensório-motora.
Existem evidências de que um outro núcleo pré-tectal, o SpL, possa ser imia 
estação adicional de processamento motor, relacionada aos gânglios da base em aves 
(Reiner et al, 1998; Medina et al, 1999). O SpL, inclusive, tem dentre seus inúmeros 
alvos de projeção, várias camadas tectais (Medina et al, 1999).
Os núcleos da região pré-tectal recebem maciças aferências da retina mas,
conforme anteriormente citado, apenas uma pequena população celular está envolvida no
reflexo pupilar à luz (Gamlin et al, 1996). Experimentos de marcação retrógrada e
anterógrada tem demonstrado eferências de alguns núcleos pré-tectais para estruturas
envolvidas no movimento ocular, movimentos da cabeça e controle postural (Gamlin et al,
1996). Além desse envolvimento, parece que o SpL (Medina et al, 1999) e o PT (Toledo e
Reiner, dados não publicados) também enviam aferências para outras regiões que também
estão envolvidas no papel visuomotor pré-tectal. É certo, porém, que o SpL recebe
projeções de áreas estriatais (Medina e Reiner, 1997), o equivalente de aves ao córtex
motor de mamíferos (Medina e Reiner, 2000), cujas aferências são glutamatérgicas
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(Medina e Reiner, 1996), e que atuam em mamíferos, através de receptores do tipo AMPA 
(Paquet e Smith, 1996).
O giutamato é um dos mais importantes neurotransmíssores do circuito visual 
primário (Hestrin, 1992) e parece estar envolvido na modulação da maior parte dos 
circuitos neurais, bem como na modulação sináptica durante o desenvolvimento e 
consolidação das próprias vias neurais (Collingridge e Bliss, 1987; McDonald e Johnson, 
1990; Ozawa et al., 1998).
Dentre os vários canais sensoriais presentes em vertebrados, o sistema visual é 
um dos que mais necessita de respostas rápidas no processamento; por isso não causa 
surpresa que um dos grandes candidatos em fazer a mediação entre circuitos reflexos 
visuais seja justamente o giutamato (Hestrin, 1992). O conhecimento da existência de 
receptores do tipo AMPA na região pré-tectal indica uma via imediata de processamento 
da informação, visto que essa classe de receptores apresenta uma cinética muito mais 
rápida que os do tipo NMDA (Gasic e Hollmarm, 1992; Hestrin, 1993).
O receptor de giutamato do tipo AMPA é uma estrutura tetramérica 
(Rosenmund et al, 1998), sendo esse tetrâmero uma combinação de quatro subunidades 
diferentes denominadas GluRl, GluR2, GluR3 e GluR4. Desta forma, a composição dos 
receptores do tipo AMPA é bastante variada, dependendo de quais subunidades o receptor 
é formado (Verdoom et al, 1991; Bochet eta l, 1994, Ozawa et al, 1998).
Em nossos experimentos, todos os núcleos pré-tectais estudados, o PT, o SpL e 
o SpM, mostraram algum tipo de imunorreatividade quando foram utilizados anticorpos 
contra cada uma das subunidades dos receptores do tipo AMPA, com variação de 
localização e graus de imunomarcação. A região central do PT apresentou 
imunorreatividade para as subunidades GluRl e GluR2, sendo a marcação restrita a 
processos no caso de GluRl e fibras e células no caso de GluR2. O anticorpo dirigido 
contra uma seqüência compartilhada por ambas subunidades GluR2 e GluR3 (G1ÚR2/3), o 
padrão de marcação é o mesmo, porém mais fraco. Utilizando somente o anticorpo contra a 
subunidade GluR3 o PT não apresentou imunomarcação o que sugere que apenas a 
subunidade GluR2 (e não a GluR3) parece estar presente nesse núcleo. Conforme 
apresentado anteriormente, contra o anticorpo GluR4 o PT não apresentou 
imunorreatividade na parte central, somente na região marginal deste núcleo. Nessa porção
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marginal do PT, poucas células e processos foram observadas, sugerindo uma similaridade 
entre a distribuição de GluR4 e a imunorreatividade positiva para PV e CR. Existe a forte 
impressão de que estas células GluR4+ podem co-localizar PV e/ou CR, mas esse ponto 
somente poderá ser devidamente esclarecido empregando-se procedimentos de dupla 
marcação.
O SpM apresentou imunorreatividade contra as subunidades GluRl (com a 
marcação de células e processos), GlurR2 (quase 100% das células marcadas) e GluR3 
(indícios de corpos celulares), dados que corroboram o papel desse núcleo como parte de 
circuitos integrativos motores pré-cerebelares, sendo alvo potencial de projeções 
glutamatérgicas.
O SpL apresentou imunorreatividade contra as subunidades GluR2 (quase 
100% das células marcadas), GluR2/3 (somente células), GluR3 (indícios de corpos 
celulares) e GluR4 com forte marcação de corpos celulares e processos em um padrão 
similar ao visto para PV e CB, mas não CR. Da mesma maneira que o SpM (mas 
aparentemente envolvido em outra classe de ajustes motores), o SpL parece ser 
componente acessório dos circuitos basais (Medina e Reiner, 1999) atuando sob forte 
descarga glutamatérgica, tal qual descrito em primatas (Paquet e Smith, 1996).
Esses resultados coletivamente sugerem que diferentes subpopulações de 
neurônios implicados em respostas visuais diretas (PT e, supostamente, o SpM) ou 
indiretas (SpL) podem expressar diferentes combinações de subunidades do tipo AMPA. 
Sendo assim, esses receptores podem gerar múltiplas respostas a partir da ativação 
derivada do glutamato liberados através de axônios provenientes das células ganglionares 
da retina (projeção direta) ou mesmo subservindo outros sistemas.
Algumas proteínas ligantes de cálcio como a parvalbumina, calbindina e a 
calretinina estão co-localizadas com o GABA em algumas regiões do sistema nervoso 
central (Célio, 1990; 1986; Jones e Hendry, 1989). Parece ser consenso de que a expressão 
das proteínas ligantes de cálcio não é determinada pelo tipo de neurotransmissor presente 
no circuito, mas sim pelo papel fisiológico desempenhado pela célula. Os modelos de 
distribuição sugerem que estas proteínas ligantes de cálcio não são essenciais para as 
propriedades básicas dos neurônios, mas podem ser essenciais para modular essas mesmas 
propriedades em determinados subtipos celulares.
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Uma das primeiras hipóteses a respeito do papel da calbindina e parvalbumina 
sugere imia ligação existente entre a sua expressão e a excitabilidade das células nervosas. 
Essas duas proteínas ligam-se ao cálcio com alta afinidade tendo por conseqüência um 
efeito de tamponamento desse íon o que pode resultar em diferentes efeitos na célula visto 
que muitas etapas metabólicas são dependentes do valor da concentração do cálcio 
citosóHco (Celio e Heizmann, 1981; Braun, 1990; Celio, 1990; Baimbridge et al, 1992; 
Heizmarm e Braun, 1992). Esses efeitos podem incluir; alteração da duração do potencial 
de ação, permissão do influxo de cálcio com total despolarização de membrana e/ou 
proteção da célula contra os efeitos danosos devido ao influxo de cálcio excessivo durante 
períodos prolongados de alta atividade celular (Celio, 1990; Baimbridge et al, 1992).
Uma outra e interessante abordagem é procurar correlacionar eventuais 
imunomarcações entre GluRs e proteínas ligantes de cálcio (CaBPs). Neurônios que 
disparam de forma rápida e acentuada, tais como aqueles que recebem aferências 
glutamatérgicas respondendo através de receptores ionotrópicos do tipo AMPA (Hestrin,
1993), devem necessitar de um sistema adicional de tamponamento de cálcio citosólico, tal 
qual aquele proporcionado por proteínas como parvalbumina, calbindina e calretinina.
Uma outra questão que merece ser investigada é procurar saber se o padrão e 
forma de expressão das CaBPs e/ou dos GluRs podem ser alterados ao longo do período 
maturacional ou mesmo no envelhecimento.
De qualquer maneira, os resultados aqui obtidos são primeiro passo necessário 
e essencial em busca de uma melhor compreensão sobre o papel dos circuitos pré-tectais 
como centro integrador de informações visuais gerando ajustes reflexos sejam eles 
oculares diretos ou não; ou ainda outros comportamentos motores mas que dependem, de 
alguma forma, da informação visual.
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CONCLUSÕES
• Nossos resultados principais foram a confirmação da potencial utilização de 
proteínas ligantes de cálcio como marcadoras de populações neuronais no pré- 
tecto de aves.
• O giutamato pode participar do controle fiincional nos três núcleos pré-tectais 
estudados, o PT, O SpL e o SpM; sendo que essa participação é feita através de 
receptores do tipo AMPA.
• Além disso, como resultados adicionais, podemos sugerir que 
citoaquitetonicamente, o PT é imia estrutura singular; composta por um região 
central envolta por um grupamento neuronal em forma de rede.
• As células do SpM contêm, majoritariamente, CR.
• Quase a totalidade das células do SpL apresentam CB e PV, e sua imunomarcação 
característica permite identificar, com facilidade, a região celular da porção 
formada por fibras eferentes.
• A distribuição diferencial das subunidades de receptores do tipo AMPA indica 
que subpopulações celulares distintas reagem de maneira exclusiva à presença do 
giutamato; permitindo assim, diferentes níveis de resposta neuronal.
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